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Paten tonapruch: 

Verfahren zur Heretdlung wflfiriger ArnphoIytlG- 
sungen oder dercn Gemiscben, dadurch ge- 
Icennzeichnet, daB man 

a) cine wSflrige Losung von Penta&thyienhcxainin 
oder 

b) due w&Brige Lasung von Pentaflthylenhexamin, 
die mh DixnetfayUulfat oder In methanofiseher 
Lasung mk Alky&alogeniden teflweise quater- 
ntsicrt und anschEcDend mittels ernes Anionen- 
austauschexs von sauren Unisc^zungspjrodnkten 
befreitworoentst, 

mit Propansuiton oder Bromfithansnlfonsfinre in an 
rich bckannter Weise umsetzt und in unficberWeise 
ml ttcls Elckttophorese auTli mnt- 



Die Erfindung betrifft ein im vorstehenden Amprocfa 
aufgezcigtes Verfahren zur HersteDung wffiriger 
Ampholytlosangen oder dercn Gemischen. Diese 
Lastmgen bestehen ans Substanzen, die in ihrem 
Molefa&l sowohl snore ala aucfa basische Ladungszentren 
enthalten, dercn Ladungsaistand vom pH des umgeben- 
den Mulen abhfingig ist, so daB sie cincn wohl 
definierten isodektrisdhen Punkt aufweisen, sowic auch 
ana einer Mischung eincr Vxdzahl von Amphoiyten mit 
variierendem Vcrhaltnis von posiuven und neganven 
Ladungen und doner verschiedenen isoclektrischen 
Punkten. 

Die Aufgabe ernes tolchen Ampholytgeinisches 
besteht darin, den in etnezn gegen Konvektion 
(beispi eUwebe durch cin Gel) stabfl. Jcrten Elcktrolytcn 
zwischen zwei Elektroden bei Anlegen einer hohen 
Gleichspannung entstebenden pH-Gradienten so 
gkichmaflig und stabfl zu machen, daB damit das 
Trenn verfahren der fokuasiereiiden Eiektrophorese 
mogiich wird. 

Die waBrige L5sung eines Amphoiyten nut eincra 
definierten pH zeigt in Abwesenheit anderer Elektroly* 
tc cin ganz bestiramtes pH, nlmlich dasjenige des 
isoelcktriscncn Punktes. Im dektriscben Pcld wandcrt 
etn aolcher Elektrofyt nicht, wtii er nacb auflen keine 
sicbtbare Ladung trggt Em Gemisch von vielcn 
EJektroIyten mit defmiertem pi zeigt cbcnfalls em 
bestimmtes pH, das aber nun Ergebnis einer Sunrarie- 
rung ist und bd wdchem die wenigsten Elcktrolytc bn 
nach auBen ungeladencn Zustand vortiegen, Legt man 
an solche Losung cine Gleichspannung, so werden die 
Elcktrolytc ibrer Ladung entsprechend wandcrn, und 
cin bctrachdtcher Strom flieflL Sorgt man nun dafur, daB 
von der Kathode her OrMonen und von der Anode her 
H-Ionen in den gegen Konvektion stabitisierten 
Elekirolyt ein wandcrn, so werden diese mit den 
schwach dissozHerenden Amphoiyten reagieren und 
dercn Ladtmgszustand andem 

Im Zugc dieses Vorgangs win) dann auch emraal der 
isoelektrische Punkt jedes eiozemen Amphoiyten 
crrekht, so daB dieser seine Wanderung cms tell L An 
dieser SteUe herrscht dann das pH, welches dem pi des 
betref fenden Elektrolytcn eotspricht, als ob er afldn in 
der Lasting ware. Wenn der geschOderte Zustand fur 
aUc Komponenten des Gentisches crrcScht hi, wird in 
dem stabffiiiertcn Bleklrolytgeinisch nur noch em sehr 
germger Strom fEcfien, die Erzeugung von H- und 



OH-lonen an den BJektroden wird minimal scin, und der 
i»pH-Gradlent«, der s!ch in dem Milieu ausgebildet Hat, 
bldbt fiber langere Zeit staml 
Man bat also eine elektrophoretische Fraktionierung 
S dieses Viclkomponemen-Geoilsches crrekht, wobci die 
Ansbfldung des pH-Gradienten dgentlich nur ein 
Nebennrodukt ist Ganz Bhnlich wie eines dieser 
Anipholytkomponenten wird sich audi cin Protein 
Vernal ten, das man zu der Losung gibt Entsprcchend 
tc seinem isoclektrischen Punkt wandcrt es vqk bciden 
Sdten der Trennstrecke her zu einer scharf definierten 
Zone zusammen, eine Erscfacimmg, die dem Verfahren 
die Bezdchnung »fokussierendc Eiektrophorese* era- 
getregen hat und die sich vortcflhaft von der 
is konventionellen Eektruphorese abheht. bei der die 
dnzelnen Komponenten, obwohl sie an einer scharf 
definierten SteUe aufgetragen rind, im Laufe ihrer 
Wandcnstg immer wciter auaemander diffundieren. 
Mehrere Protcine werden entsprecbend aufgctrennt an 
20 verEchiedenen Stellcn derTYeanstrecke erscheincn. Die 
thcoretische Ansarbehung dieses Verfahrens und die 
ersten guten Trennergebnisse an Eiweiflkorpern mh 
HHfc eines Ampholytgemisches, das aus Pepdden und 
Anunosauren besteht, vendankt man H. Svenson: 
25 Acta Oiim. Scand. 15, 525-341 (1961); Acta Hum. 
Scand 16, 456-466 (1962}; Biochenv Biophys. SuppL 1, 
132— 138. Es istbekaimt, daB Ampholyt gemische durch 
Kondensation von aOphatischen Polyathylenpoiyami- 
nen mh AcrykSbire erzeugt werden konnen (USA-Pa- 
3d tentschrift 21 46219 und USA-Patentschrift 21 95 947, 
dortmsbesondere Beisptel 21X 

Es ist Bchliefiucb bckannt. daB solche Umsetzungspro- 
dukte von Polyamincn mit Acryisaurc fur die fbkussie* 
rende Eiektrophorese von Proteinen verwendct werden 
js k0nnen(O. Vesterberg, Acta Chim. Scand. 23, 2653 
[19691 schwedische Patentschrtft 1 1 06 816). 

Die btsher fur die fokussierende Eiektrophorese 
benQtzten Ampholyte enthalten ats basische Zentren 
prim are. gekundare und tertiare Aminogruppen sowie 
40 als saure Zentren die Carboxyigrupf en. 

Ampholyte der beschriebencn Art haben die folgen- 
dcnNachieilc: 
1. Die Verwendung von Carboxylgruppen macht es 
schwierig, die isoclektrischen Punkte ckdriger als 
43 etwa pH 3J5 zn bringen. pH-Gradientea unterhalb 
dieses Bcretchcs sind also mh solchen Ampholyt- 
Mischungen nicht zuganga'ch. 
Z Isoelektrische Punkte fiber 10 sind mh prhnaren, 
sekundarcn oder terti&ren Aminogruppen schwer 
50 zu errekhen. pH-Gradienten oberhalb dieses 
Gemetes konnen also mh derartigen Amphoiyten 
nicht erzeugt werden. 
3. Die Verwendung von Carboxylgruppen birgt 
grundsatzlkh StOrungsmdglichkeiten in biologi- 
st schen Systemen, hauptsachlich weil sie die Qgen- 
schaft haben. unlosliche Verbindungen oder Kom- 
plexverbindungen mh mehrwertigen Metall-Katio- 
nen dnzugehen, insbesondere mh lonen des 
Calciums oder Magnesiums, aber audi, und zwar in 
so vcrstarktem MaBe. mit Kupfer oder Zink, wie sie hn 
biologischen Umersuchungsmaterial vorkommen. 
Es wurde nun f estges leilt, daB nun fur die fokussierende 
Eiektrophorese geeignete Amphoiyt-MJscbtmgcn auch 
dadurch erzeugen kanni daB man in eta aliphatisches 
es Poiyamin Sutfonsauregruppen anstelle der Carboxyl- 
gruppen ein(Qhrt Wcitethhi wurde f cstgestellt, daB man 
die Basizxtat der Aminogruppen durch Reaktion mit 
gedgneten AUcyfierungimiUein erhOhen kann, ohne daB 
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cjje Synthesedc* Ampholytgemfccbes gestfirt wird. 

Hfae sotahe Miscmmg wis Ainlnwlfonsauren wird 
dart* Umsetzung des im Handel leicht erhaltHchen 
Pentaflthyieiftexamms mit PiTJjiansnlton bergestellt 
PropansDjion 1st das y-Sulton dcr 34fydrc^l-propan- 
sulfotuanrCr welches primSre raid sckundare Amine 
gem SB nachstehendem Schema zu alkyfieren vermag. 

Formelschema: 

NH — QiHt — NH — C2H4 — NH a SO* 
Cft-CHj-CHj-SOjH 

I CH 2 -CH,-CH 2 -SO,H 

NH-QHi-N-CxH^-NH-CHj-CHa-CrirSaH 
CH a -CH a -CH a -SO,H 

Man ersiefat aus diesem Schema, dafl cine ganze 
Anzahl verschledener amphoterer Produkte entstehen 
kGnneo, wobei die isoelektrischen Punkte urn so mehr 
im sanren Bereich Uegen wcrden, je mehr MoIekQle 
Propansultott mit dem Amra-Moleknl zur Reaktion 
gebracht warden. Die Reaktion dcr Partner voUzxcht 
sen auf an sich bekannte Weise (vgL brttische 
Patentschrift 1121 641, Ansprflche 18 und 19 sowie 
insbesondere Scite 11, Beispiel XXXV). nur dafl in 
waBriger Verdunnung gcarbettet wird, wobei Selbster- 
warmung erfoIgL Zum SchhiB wird erne Stundc auf 
65°Cerhitzt 

Die to erhaltenen Reaktionsgemische mflssen zu- 
nachat in mehrkajnmrigen Elektruphoresegeraten ge- 
reinigt und frakHoniert werden. Auch l&Bt Rich nicht mit 
einem einzigen Rcaktionsansatz das ganze benOtigte 
pH-Gebiet flberstreichen, sondern es mCssen mehrere 
Ansatze mit verschiedenen Mol-Verhaltiussen der 
Reaktbnspartner mitcinander kombmlert werdea 

Des weiferen kfirmen solche Polys Tune erfuidungsge- 
mftB yor dieser Umsetzung nodi darch neutrale 
AlkyUerungsmittel, wie DimethylsulfaU teuweise quater- 
nisiert werden. Die Wahl der Reakticnsbedfagungen 
kaon dabci in erhebDche^ Grenzen variiert warden. Die 
entstandeneu Reaktionsprodakte werden dann er- 
forderucheafaQs mheinarder venniscbt, so dafl die 
Miscbuog cine iehr grofle Anzahl von Arapholyten mit 
verschieden eng beieinandcr Ixegenden isoelektrischen 
Punkten enthah. Die groOc Variatkmsbreite in der Wahl 
der Reakuonsbedmgungen bd der erfmdungsgemaBen 
Synthase solcher Ampholyte stellt einen besonderen 
VorteQ des Verf ahrens dar. 

Die Analysentnethode fflr die erhaltenen Arapholyt- 
mischungen besteht in bekannter Weise darin, dafl man 
deren w&Brige Lficung in einem die Koavefction 
Verhlndernden Dextran-Gel mit Schwanunstruktur 
aufnimmt und in einer DQnnschicht auf das elektropho- 
retisch auftrcnnt Dabd wnrde zu 7,5 ml einer 2<ftigen 
waBrigen Lftsong des Rcaktionsgemkchcs 0,6 g ver- 
netztes Dextran-Pulver, tCorngrofle 50 u, gegeberi und 
12 Stunden lang queften gelasseiL Die Suspension wurde 



dann auf ejner Olasplatte mit den Abmessungcn 
50 x 200 mm verstrichen, auf der sic nach ebugen 
Minuten zu einer gieichm&Bigen Schicht verlief, deren 
Dicke sich nach Wegdunsten ernes TeHes des Wassers 

5 auf ca 0,2 mm belief. Die Platte wurde in einer 
gekOhlten Rammer an held en Enden der 200 mm langen 
Trennstrecke mit je einem 10 mm breiten Streifen aus 
Filterkarton belegt, der fflr die Kathode fnegauv) mit 
1% NAOH und fur die Anode (positrv) mit 1% H2SO4 

10 getrankt war. Auf die so getrankten Kartonstrctfcii 
wurden Elektrodendrfthte aus Piatm gebracht and eine 
entsprechende Gleichspannung angelegt, die anfangs 
200 V betrug und im Laufe von 6 Sthnden bis auf 600 V 
gestefgert wurde. (Emzelheiten: VgL B. Radola, 

is Bbchimica etBiophysica Acta 194.335- 338 [1969J) 
Zur Bestimmung des pH-Veriaufcs langs der Trenn- 
strecke wurde nach Beendigung der Elektrophorese die 
auf der Glasplatte licgende Schicht QuerzurTrennstrek- 
ke in einzeme Streifen geteilt, und zwar so, daB man mit 

ao dem Spate! Striche in AbstSnden von 10 mm ritzte, so 
daB also Felder mit den Abmessungcn 10x50 nun 
erhalten wurden. Man hob nun daj> auf den einzeinen 
Feldern enthahene Material mit dun Spate! ah, 
uoerfQhrte es in Reagcnzgiaser und uocrgofi es mit 3 ml 

25 Wasscr. Sodann wurde das pH gemessen. Die Rrsnltate 
wurden graphisch aufgetragen(F i g. 1+2). 

Aus Pig. 1 ersieht man die Ergebnisse der pH-Mes- 
sungen lings der Trennstrecke fur AmmosuHonsture- 
ampholyte mit schmalem pH-Bereich, die durch 

30 Zweit-Elektrophorese nach Beispiel 6 gewomten wur- 
den, und zwan 

□ 1-pH-Fraktionen (2-2 1 9)+(3-3 1 9) l 

Hauptbereich:2-4 
O l^H-FrakubnentS-S^+te-b^), 
35 HaupU3ercich:5--7 

V l-pH-Fraktionenfr-r^+fB-W). 

Hauptberdch: 7 — 10 

Man sieht hier fiber den Hauptberdch bin weg einen 
40 relativ Bachen pH-Ansdeg, der an den Randern steil in 
das ganz aaure bzw, alkalische Milieu urn die Elektroden 
Dbergeht 

Pig. 2 zeigt doe Ergebnisse der pH-Messungen iangs 
der Trennstrecke fur Anunc^uUonsaureamphoIytc mit 
45 einem brehen pH-Bereich, welche nach Beispiel 7 
gewonnen vairden. Sie zeigt auch die Aosbfkfcwg des 
pH-Gradienten von der (ntensitat der Elektrophorese 
abhangt 



90 



Kurve2 

Der pH -Gradient erschelnt im Hauptbe- 
reich >on 3—10 unter denselben Elektro- 
phorese-Bcdingangen, die fur die Gewin- 
nung der Resultatc von Fig. 1 angewandt 
wurden. 

Kuwl 

Der pH-Gradient begmnt sich erst anszu- 
bOcfeit 

Kuive3 

Langsames Verschwinden des pH-Gra- 
dientin bel mtensivef Foftsetaing dar 
Bkktrclyse. 

as Die fokuisierende Elektrophorese an der Dttnn- 
schlcht gestahet xfch so, daB b der Mine der 
Trennstrecke, also je 100 mm von den Enden der Platte 
entfernt, die LOsung des Untersuchungsmateriak als 
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defraierter, ca. 3 ram und 20 mm knger Strkh auf das 
Gel gegebca wurde. Nach Beendigung dcr Elektropho- 
rese legt man elncn Strclf en FUtrierpapier auf das Get 
so dafi (fie ElektrolytiOsung zusammen mrt den 
fraktiometteri Prdtera*ri darin adfgaallgt wifd. Def 4 
Streifen wild be! 10O*C gctnxknet und dann In einer 
Farbstoffkteung gelegt, welche Protdne, jcdoch nicht 
die Cellulose des Papiers anfarbt und aucb nicht die 
Proteuie auflost AnschlieBend wifd der Farbstoff mit 
einer w&Brigen L6sung herausgewaschefl, welchc 16 
Protdne fallt, bdspldswetse THchbresslgsture, bo daD 
die gefarbten Zonen auf dem Papier fbriert bielben. Nun 
hat man auf diesexn Muster der durch fokussierende 
Elektrophorese aufgetrennlen Protdne m Form farbi- 
ger Banden voriiegea 15 
Zum anwcndungslcchniscbcn Fortschritt: 
Das Kri ledum fflr die Brauchbarkdt der eitfndungs- 
gem&B hergerteilten Arapholytgemischc besteht Ietzt- 
endiich in der Brauchbarkdt fur den vorgesehenen 
Verwendungsrweck. namiich f&r fokussierende Elektro- to 
phorese von Protdnea. Hier spich das niedrlge 
Molekulargcwicht cine RoIIe (das hochstmOgliehe 
theoretische Molekulargewicht for ein Hexa-Substku- 
tfonsprodukt liegt beiM — 866). In 10%igtr Tridilores- 
sigsaure sind die Ampholytgemische bdspiebwdse in as 
einer Konzentratlan bis zu 15% klar IdsHch. Dadurch 
konnen sic mit diesem die Protdne fallcnden Mittd aus 
den Ahklatscbstreifen herausgewaschen wcrden und 
bedingcn kerne Untergnmdfarbung. 

Wdterhin kann durch geetgnete Kombinatkm der so 
dnzelnen Ansatze eine wettgehend fin care Vertdlung 
der pH-Gradienten entlang der Tr ams t re cke era eh 
werden. Der anwendungstechnische Fortschritt ernes 
erfindungsgeraaB hergesteUten Ampholytgemisches (s. 
Bchpide 6 und 7 bzw. Fig. 1 und 2) gegenQber dnem as 
bekannten Aramocarbonsaureampholyt als Vcrgkichs- 
substanz wird nun an der Trennung ernes Protemgerai- 
sches durch isodektrische Fokussierang im raitausge- 
legten Versuchsbericht aufgezdgt Die Testmisdran& 
die Proteine mit verschledenem isodektrischem Punkt 40 
enthalt, hat folgende Bestandte&e: 



gekocht 5 Liter Wassef werden tugesetzl und die 
Losung zur Hntfernung der Methylschwefchaurc durch 
eine Saule mit stark bastschem Anioneti&ustauscher 
(Styro!-Divinytbenzc4-BaH3 mit quaternaren Ammoni- 
umgruppen) geschlckt Dazu werden in eine mit dnem 
groben Filtertuch unten abschlieBende Chromatogra- 
phietaule von 100 mm lunen-0 end 700 mm Lftnge 5 
liter des vorgenannten Anbnentustauschcrs (Veraet- 
fcungsgrad 8%, Kormrng 03 bis 1 mm) emgeschlammt 
Das Hara! wifd vdf def Verwcndufig mit 10 litem 
2 n-Natn>nlaugc von oben nach uaten durcfagtwaschen 
und anschlieBend mit 20 litem Wasser gewaschen. 
Nunmchr wird die Reakdonslflsung fan Laufe von 30 
Mxnuten von oben durch die S&ide gesctucktSobald der 
Amkuf aUeaiisch zu reagicren beginnt, wird er 
aufgefangen. Man spfllt noch mit 5 litem Wasser nach 
und erhaTt ca. 8 liter FQtrat Dieses Produkt wird auf ca. 
2 liter im Wasseratrahivakumn eingeengt und kann 
danfi gem*3 Befcpte! 3 wdtaver&rbei wsnjes, 

Beispiel 2 
(erfindungsgemifl) 

In dnem 5-Lfcer-DreIhakkofocn, der mit RftckfluB- 
kflhler, ROhrer und gehdztem Tropftriditer ausgerustet 
1st, werden 446 g(2Mol - 12 AtoraN) PenUfithylenhe- 
jcamin verdQnnt nut 1850 g Wasser. Die in nachstehen- 
der Tabeile jewefls angegebene Menge geschmolzenen 
Propa&sahons wird Iangsam unter Rflhrcn zulaufen 
kssen, wobei die Temperatnr des Reaktbnsgemisches 
bis auf 65° C anstdgt AnschlieBend wird noch wdter 
eine Stundc lang diese Tempcratur gchalten; dann 
abkohlen gelassen und mit Wasser auf etnen Gcsarat- 
feststoffgehah von 2% verdQnnt. also msgesamt auf 60 
Liter FlOssigkett 



Bei- 
spiel 



Oramm Propan- 
sultoa pro 
446 g Pcnta- 
Sthylenhexamln 



Mol Propan- 
a ill ton pro 
AtomN 



Haupt-pH- 
Gebitt 

vgl. Befaptd 5 



Protein 



tsoelektXBcher 
Ponkt 



Amyiogiocoddase 

Ferritin 

Scrumalbumin 

P-Lactogfobulin 

Conalbumin 

Myc^obulm {Herd) 

Myogtobalin^Wal) 

Ribonudease 

Cytochrome 



33 
4^4 
V 
V 
5,9 
73 

106 



2a 
2b 
2c 
2d 
2c 



292 
483 
726 
980 
1171 



0,2 

033 

0,5 

0^7 

0^ 
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3,5- 8 
4-6 
2^-4 



Das er&ndnngsgemafie Verfahren zur HersteHung 
der waflrigen LDsungen von Arapholyten oder deren 
Gemischen sowie die elektrophoretische Analyse der 
erfmdungsgemaB hergesteUten Ampholytgemische 
wird an Hand der folgenden Bdspide heschriebetL 

Beispiel 1 
(HersteDung des Ausgangsstoffs) 
464 g (2 Mol 12 AtomN) Pentaamyienhexamra 
werden in 2 Litem Methanol geldst mh 252 g (2 Mol) 
Diraethybulfat versetzt und 4 Stunden unter RfickfiuB 



Beispiel 3 

^t^rfindu ng *gCTnfl 

Der aus Beispid 1 erfaaltene Ansatz, wdchcr fast die 
gesamte emgesetzte Menge Pentaathyienhezamin 
(464 g = 2Mol « 12 AtomN) enthih, wird analog zu 
Beispid 2 mit den in nachstchender TabeHe genannten 
Mengen geschmolzenen Propansuteon unter Rflhren 
versetzt Die Temperatur des Reaktwnsgeniisches wird 
auf 65" C erhOht und bldb t dort eine Stunde lang. Dann 
wind mit Wasser auf WliterFlu^st^eitverdannt 



60 



Bei- 
spid 



65 



Oramm Propan- 
sulton pro 
446gPent»- 
athylentiexamta 



Mol Propan- 

sultonpro 

AtomN 



HauptrpK- 
Gebfet 

y&_ Beispiel S 



3a 
3b 



146 

292 



0,1 
0^ 



10 -12 
9,5-11 
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Beispiel 4 
(effindungsgemafl) 

464 g (2 Mol - 12 Atom N) Penu&thylermeXfunin 
Und 3 Liter Methanol werden mil der in uachstehender 
fabelle angegebenen Mcnge BromAthansulfonsaure 
versetzt und 4 Stunden unter Rfickflufl gckocht. 5 Liter 
Waisef Werden zugesetzt und die Losung air 
Entfernltng deft Brorriid4oiis dUrcH cine Sftule tnlt stark 
baaischem Ankmenaustauscher gcgeben (analog &el- 
splel 1). FQr den Ansatz mil 1 130 g Bromathansulfonsau- 
■re mufl die Saute ganzlkh mil Anibneiiaustauschharz 
gefOllt werden. 



Bei- 


Bromalham 


Mol Brora- 


Haupt-pIN 




suiroiuSure 


IthftustuTon- 


Gebkt 




pro 464 g 


isurc pro 


vgL BeUpkl 5 




PentaSthylcn- 


Atom N 




hexamin 






4a 


376 


0,2 


84-10 


4b 


752 


0,4 


5«5- 8,0 


4c 


1130 


0,6 


3,0- 5,0 



Beispiel 5 
(Elektrophorese) 

a) AQgemelne Methodik 

60 liter des 2%igen Reakrionsgeniisches, das gemafl 
Bcispid 2c aus 446 g Penta&thyienhexamfn und 726 g 

TabeDe I 



Propansulton (04 Mol Propansultos pro Atom N) 
erhalten wurde, kam zur Refaigung dessdben Von 
nichtamphoteren Substanzen In etn mehrkanunriges 
mektrophoretegefttt Dies betteht aus einef langtichen 

i Warmc aus PolyvinylchlorW mk rechteddgem Quer- 
schnitt (L&nge 604 mm, Brehe 400 mm, Hohc 300 mm), 
b welche fa regdmttfligen AbstSnden 20 PlaUen aus 
porOsem Ton cingeklttet slnd, so daB 21 gietch grofie 
Ramrnefn nut elnera Plattenabitand von ctwa 30 mm 

to entsteherL In die beiden aufleren Karnmern slnd 
Kohleelektroden efageh&ngt* fa die Ahodenkammer 
aelbst wird l%igc Phosphors Sure eingeMlt, b die 
Kathodenkammer l%ige Natronlauge. Die restiichen 
Kammern werden 20 mm hoch gldchro&Big mlt dem 

is ReaJrttonsgemisch beschickt. Iti jede Kafflmef wird nun 
erne Kuhlschlange aus Glas eingeh&ngt, durch die 
Ldtungswasser geidtet wird 

^ b) Erstclcktropboress 

Nunmehr wird eine Gldchspannung von ctwa 200 V 
angelegt die lm Laufe von 8 Stunden bis auf 1000 V 
gesteigert wird Der elektrischc Widerstand w&hrend 
der Elektrophorese nimmt fortwflhreud ab. Die durch 

& die Kammer geschickte elektrischc Leistung betrfigt 
wflhrend des gesamten Vcrsuches konstant etwa 200 W. 
Nach Ende des Vcrsuches werden die Kammern fa 
einzelne GeffiBe entleert und das pH gemessen* 
Man slent, daB der pH fa diesem Falle hauptsadulch 

id im Gebiet 3*5-8 liegt Die Verteilung ergibt rich im 
einzelnen ausTabefle I: 





Kamrner-Nr. 
3 4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 




pH des InhalU 


10,4 9,6 


8.2 


74 


74 


64 


64 


64- 






Kamraer-Nr. 
11 12 


13 


14 


15 


16 


17 


18 


19 


pH des Inhalts 


M 6,2 


6 


' 5,7 


54 


44 


4,2 


34 


3,0 



Die GefaBinhaltc werden nunmehr aufgrund fltrts pH 
,ln 7 Fraktionen zusammengefaBt und in entsprechenden 
t Behaltern gesaramelL Die Art und Auftcilung und der 
<prozentuale Anteil am Gesamtvolumen sind in Tabelle 
II 



Tabelle II 



Fraktion Nr. 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 



PH 



2 - 3,4 
34- 6\9 

7- 7,9 

8- 84 

9- 9,9 

10 -10^ 

11 -11,9 



VoWl 



6 
32 
22 
18 
12 
8 
2 



Wenn eb anderes MengenvexhaJtnis der Kdmponen- 
ten gewfihlt wurde els das in Beispiel 2c (04 Mol 



Propansulton pro Atom N) aufgefOhrte, so schtitgt dies 
mich m der prozentualcn Zusammensetzung der 
so Fraktionen bei der Erstdektrophorese nieder, ohne daO 
•'s'ich dabd in den prinzipieflen Bigenschaftea der 
Fraktionen etwas tadert Dasselbe gilt fur die In Beispiel 
3beschriebenenAnsat2e3aund3to. 

E c) Zwcitdektropnorese 

Die Fraktionen der Erstdektrophorese werden nun 
erneut einer Elektrophorese unterworfen mit dem 
Unterschied daB nach Stdgerung auf 800 V nocbmals 
bd 300 V fiber Nacfat weher elektrophoretisiert wird 

so und anscfaBcBcod 2 Stunden bei 1000 V nachbehandelt 
wird Die Kammern werden, ganz wie nach der 
Erstdektrophorese, m emrelne GefaBe entleert und das 
pH gemessea Anschliefiend werden die GefSBinhalte 
wiederum aufgrund fines pH b Fraktionen znsammen- 

65 gefaflt, deren Zahl cuesmal 10 betrfigt und die jeweils nur 
dne enrage pH-Ebheft mnfassen. Die prozentuakn 
AnteOe am Gesamtvolumen abd m Tabelle m 
zusammengefaBt: 
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Tabelle M 






Frakllon Nr. 


PH 


Vol* 


1 


2- 2,9 


2 


2 


3- 3,9 


5 


3 


4- 4,9 


14 


4 


5- 5,9 


15 


5 


6- 6.9 


18 


6 


7- 7,9 


20 


7 


8- 8,9 


16 


8 


9- 9,9 


18 


9 


10-10.9 


8 


10 


11-11,9 


2 



10 



ID 



15 



d) Writer* Aufarbeitung 

Aus diesen nachstehend als 1-pH-Fraktkmen der 
Zwdtelektrophorese bczcichneten Schnitten warden 
Ampholyte hergestellt, die nur einen schmalen Bereich 
aufweisea Die mengenraftBige Verteilung diesef 1-pH- 
Fraktionen ergibt sich ipczieli fur den Fall dcr Reakdon . 
von V* Mol Propansultan pro Atom N aus Tabelle UL 

Die LGsungen kflnnen in der vortiegenden Konzcn- 
tration (ca. 2%) urtmitteJbar fur die Elektrophorese 
verwendct werdeiu FQr die Aufbewahrung und den 
Versand 1st es zweckmflfiiger. das Material auf einen 
Gehalt von ca. 409b einzuengen, was im Rotationsver- 
dampfer untcr Vakuum exner Wasserstrahlpumpe ohne 
weiteres mGgGch 1st Durch Rflhren des so gewonnenen 
Konzentrates mlt fcin gepulverter Aktivkohle in der 
Kaite Qber Nacht kann das gelbEchgefarbte Material 
weltgehend aufgeheflt werden, inabesondere die Licht- 
absorption bei 260 and 280 nm abgesenkt werdea 

Beispiel 6 
(Elektrophorese} 

Die bei der prakuschen Ausffihrung der isoelektri- 
achen Fokrasierung far Feratrerraungen benOtigten 
Ampholyte sollen erfahrungsgem&fl am bcsten einen 
pH-Berdch von 2 Emheitcn aufweisea Solche Schmal- 
bereich-Amphor/te kdnnen ohne weiteres durch Mt- 
schen dcr 1-pH-Fraktkmen der Zweit-Elektrophorese 
erhahen werdea Gnradsatzfich wahlt man dabei die 
Vohimenverhlltnistc 50:50; jedoch kann roan rich 
daraiif nicht verlassen, sondern xnufi die pH-Verteflung 
lings des Teststreifens messen, wie es auf Sehe 5 
beschrieben und inFig.1 veransdiauEcht ist Knterium 
fur einen brauchbaren 2-pH-Schnitt ist dann erne 
mflgilchst wehgehend im gesucbten pH-Bereich liegen- 
* oe geradlinig verlauf cnde pH-Verteilung. 

Die In den Kurven in Fig. 1 zugrunde gelegten 
Schmalberek&-Ampholyte rind durch 50:50 (V/V) 
Mischung der 1-pH-Fraktkmcn der Erstriektrophorese 
ertalten worden, namtich 

ai-pH-FraklionenC2-23) + p— 3$), 

Hanptbereich 2—4 
O 1-pH-Fraktionen (5-^9) + 

Hauptberelch 5 —7 



V 1-pH-Fraktbnen (7-7,9) + (8-8,9), 
Hauplbereich7-10 

Es kfinnen sich oach diesen Testefgebnissen durchaus 
audi andere Mischungsverhiltnlsse als zweckmlBiger 
erweisea So weist etwa bei der KurvetZHZI(Hauptbe- 
reich 7—10), der langsame Anstieg im sauren Bereich 
auf einen unerwunschten ObeftchuO an Pufferkauazit&t 
im Bereich pH 6—8 hia der dutch Veratidefung des 
Ktiscfcungsverhaltnlsses auf etwa 30 Volum-qfc, pH 
S— 8A mh 70 Volum-%, pH 9—9,9 bereinlgt werden 
konntc. Hcremnchmcn von 10 bis 20% der 1-pH-Frak- 
tionen der Zwell- Elektrophorese 10—109 kfinnte das 
BUd sogar noch gflnstiger machen. 

Es rouB berOcksichugt werdea daB die Zusaramenset- 
zung der 1-pH-Fraktionen der Zweit-Elektrophorese im 
tatsficfifichen HerstelhingsprozcB Schwankungen unter- 
liegt denn es lfiuft, abhlngig von den Anforderungen 
des Marktea. Material aus verschiedenen SynthesesSt- 
20 zennach2abb2e(Beispid2)sowk3abia3b(Betspiel3) 
zuaammen, welches gesammelt wird Dies und die auch 
nicht immer vollkommen reproduzierbar laufenden 
Trennungen fan Elektrophoresegerat nach Beispiel 5 
machen die Hersteltung der Ampholyte zu einem 
23 ProzeB, der nicht volistandig nach einem strengen 
Synthesescbema ablfiuft, sondern cine auf Erfahnmg 
und stfindige Oberwachunge an hand der Tests treif en 
beruhende »handwerkfiche« Komponente aufweist 

Beispiel 7 
(Vergieichsversuch) 

In der Technlk der isoelektrischen Fokussierung 
werden auch Amphdytgexnische gebraucht, die bei der 
Elektrophorese einen mdgfichst bretten pH-Bercich 
35 entfaltcn jollcn, um damit allc Proteinc ru umfassen, die 
in der Natur vorkommen, also etwa mit dem Bereich 
2-lL 

Zur HersteHung ernes sokhen Brehbandampholyten 
wird eine Hauptfrakton hergestellt durch Synthese 

40 nach 2c (Beispiel 3) und Behandiung nach Beispiel 5, 
wobd die Fraktionen der Erst-Eleklrophorese von 
3,5—6,9 and 7—73 in dem dort anfaflenden Mtngenver- 
hihnis, also etwa 60:40 veremigt werdea Dazu 
kommen 10 Ydum-% eines nach Beispiel 6 zusammen- 

45 gestelhen Schmalbereich-Antphotyten mit dem Haupt- 
beretch 10-113- Wiederum sind diese Mischungsver- 
nUtnisse nicht Starr, sondern mOssen aufgrund der 
pH-Verteflnng lings des Teststreifens und auch 
aufgrund der tatsichfichen TrennleJstung bei der 

50 fqkussierenden Elektrophorese gegebenenfaUs urn 
einlge Prozente modinziert werdea Auch hier werden 
die bereits auf 40% eingeengten und entfarbten 
Fraktionen mhehiander gemischt so daB sie nach 
pberprOfung des pH-Veflaufes im Teststreifen (z.R 

5s Pig-Zi Kurvt^) verwendungsfanigsmd 

Die nuttels ernes nach dlesem Beispiel hergestellten 
Anmhorytgendschea durchgefflhrte fokussierende Elek- 
trophorese eines Testgemisches (Zusanunensetzung 
derselben auf Seite 6) ergfijt sxch aus dem Vergleichsver- 

60 such. 
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